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地衣共生藻の分離培養法の確立と地衣成分による光合成阻害
The development of separation and culture method of lichen 









































第３章 光合成電子伝達系での地衣成分による阻害部位・阻害様式      
～atrazine 耐性タバコ培養細胞 PSII 膜を用いて～・・・・・・・・38
１．実験材料及び実験方法
1) タバコ培養細胞（野生株、atrazine 耐性株）
2) チラコイド PSII 膜
3) barbatic acid および除草剤 Dinoseb
4) PAM 蛍光測定装置を用いた測定
２．実験結果
1) barbatic acid による光合成阻害
2) 除草剤 Dinoseb による光合成阻害
３．考察
1) atrazine 耐性タバコ細胞 psbA 遺伝子の変異と阻害
2) barbatic acid および除草剤の結合様式のモデル
3)barbatic acid の除草剤としての可能性



















補 予備実験   地衣体からの地衣成分の溶出実験・・・・・・・・・・54





  ③地衣成分溶出のための buffer の作成
  ④地衣体の振盪
  ⑤疎水性物質の吸着と調整














































































に耐性を持つタバコ培養細胞は、D1 タンパク質の psbA 遺伝子の 264 番目がセ
リン（AGT）からスレオニン(ACT)に変異している。Atrazine 耐性株は野生株
に比べて barbatic acid に対して P680 の還元側がより高い感受性を示した。フ
ェノールタイプの除草剤である Dinoseb についても、atrazine 耐性株では P680
の還元側が高い感受性を示した。このことからバルバチン酸は除草剤の
Dinoseb と同じタイプの阻害を示すことが考えられる。Shigematsu et al.
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る。主な地衣共生菌は子嚢菌類である（Ahmadjian 1993a）。世界では、約 2 万






















コール類があり、芳香族地衣成分は、①pulvinic acid 誘導体、②depside 類、


































et al. 1986、1995、Cocchietto et al. 2002）。例えば、Yamamoto et al. （1998）
は多くの天然地衣体や地衣類の組織培養の methanol 抽出物が 3 種のグラム陽
性菌（Bacillus subtilis、Propionibacterium acnes、Staphylococcus aureus）
の増殖を阻害することを報告した。これに対して、Stark et al. （2003）は、
地衣類から浸出した phenol 類は、これらの地衣の二次代謝産物に順応した土壌
微生物にとっては、阻害作用を示す薬剤というよりむしろエネルギー源である
と提示した。Giordano et al.（1999）は、Cladonia foliacea の地衣体が数種の
蘚苔類の生長と発達を阻害することを明らかにした。Nishitoba et al. （1987）
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実験材料とした Ramalina siliquosa（syn. R. crassa）と R. litoralis は、和
歌山県串本の海岸で採集した（図 1-2）。採集の後、標本は-20℃で約 1 ヶ月保存
し、証拠標本は兵庫教育大学の標本箱で保管した。
2) 組織培養方法
基本培地として MY 寒天培地（麦芽エキス 20 g、酵母エキス 2 g、寒天 20 g）
を用いた。溶解混合後試験管に 5 ml ずつ 25 本分注し加熱滅菌処理した。地衣




















得られた R. siliquosa の地衣培養組織を沸騰処理した蒸留水に入れ、真空ポ
ンプで地衣体中の気泡を除く処理をした後、凍結ミクロトーム（Reichert-jung、
Frigomobile OM 凍結装置と凍結ミクロトーム 1206）を使用して厚さ 20～40
µm に地衣体の切片を作成し、顕微鏡観察と写真で記録した。切片の一部はラク
トフェノールコットンブルー液（I 液：フェノール 10 g に乳酸 8 ml を加える。





i) 基本培地として MY 寒天培地を用いた。溶解混合後滅菌し、径 90 mm シャ




iii) 滅菌水 3 ml を滅菌済み駒込ピペットにより乳鉢に注ぎ、滅菌済み乳棒によ
図 1-3 地衣組織培養法（山本法、山本 2002b 引用）
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図 1-5 R. siliquosa の地衣培養組織
り培養塊を磨砕した。




























ことが分かる（図 1-6）。R. litoralis についても同様のことが観察された。
2) 内部構造







図 1-7 および図 1-8 に示すように R. siliquosa と R. litoralis の 2 種からとも
に共生菌、共生藻が出現した。出現率は、R. siliquosa では、共生菌が 100％、
共生藻が 96％であった。R. litoralis では共生菌が 94％、共生藻も 94％であっ
た。出現が早かったのは R. siliquosa であり、植え付け後 2 週間で共生菌が出
現し、3 週目で共生藻が出現した。R. litoralis は共生菌・共生藻ともに 5 週目
で出現した。平均発現週数を見ると、R. siliquosa の共生菌では、10 週目、共
生藻では 6 週目であった。R. litoralis については、共生菌では 12 週、共生藻
では 9.5 週であった。このことから、培養では共生藻の方が早く出現すること
がわかった。特に出現が早かったのは、R. siliquosa の共生藻で 3 週目に出現が
はじまり、9 週目で終了している。この 2 種については、共生菌、共生藻とも
に出現率、平均出現週数を比較した中では、同じような特徴を示した。かび、
酵母にコンタミネーションした試験管の割合は、R. siliquosa では 16％、R.
litoralis では 28％であった。


































作を 2 回繰り返すと、共生菌の出現が見られなくなった。その後、共生藻を MY
平面培地に植え付けると 3 ヶ月ほどで共生藻の塊が見られるようになった。R. 
siliquosa の共生藻の場合は、表面は少し濃い緑色で少し硬そうな感じはするが、
ピンセットの先で切り取りと、内部は柔らかく、生クリームのようであり、内

















     
     Trebouxia impressa                   Trebouxia sp.
      （R. siliquosa の共生藻）        （R. litoralis の共生藻）





本研究に使用した R. siliquosa および R. litoralis の山本法による地衣培養組




















































































培地 MY 培地（菌培地） BBM 培地（緑藻類培地）
















































今回確立した地衣共生藻法の分離培養法を用いた R. litoralis および R. 













や毒として使われた。これまでの研究で depside 類や dibenzofuran 類のような
地衣類の二次代謝産物は、地衣類の生物活性の原因であることが報告されてい
る（Huneck et al. 1972、Yamamoto et al. 1993、Elix 1996、Shimmer et al. 1973、
Kindaire 1970）。地衣類に特有の depside 類や dibenzofuran 類などの地衣成分
は、acetyl-polymalonyl pathway を経て合成され、ether、ester、C-C 結合に
よる 2 ないし 3 個の orcinol あるいは β-orcinol 型の phenolic 単位から成る（Elix 
1996）。Nishitoba et al.（1987）は、Usnea longissima から数種の植物生長阻




et al. （1986）は、地衣成分の一つ usnic acid（dibenzofurane 類）がホウレン





ロロフィル蛍光と酸素発生を測定し、代表的な depside 類の一つである barbatic 




























陸上植物と藻類は、光合成色素としてクロロフィル a とクロロフィル b を有
し、中心集光装置はクロロフィル a を、周辺集光装置は、クロロフィル a とク
ロロフィル b を利用している（図 2-1）（増田 2007）。
光化学系Ⅱでは、反応中心の外側に中心集光装置である CP43、CP47 があり、
それぞれ約 38 kDa、39 kDa のタンパク質とクロロフィル a を約 20 個結合した
色素タンパク質複合体である。この中心集光装置に CP24、CP26、CP29 の色
素タンパク質複合体があり、さらに LHC II の 3 量体がある。周辺集光装置の
図 2-1 クロロフィル a, b （増田 2007）     
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主要な色素タンパク質複合体である LHC II は、約 30 kDa のタンパク質に約




























（minimum fluorescence yield）と称される弱い蛍光が放射される。Fo は PSII
のアンテナクロロフィルからでる蛍光で、PS II の反応中心クロロフィル（P680）
は励起されず電子伝達系で P680 から電子を受け取る QA は完全に酸化状態にあ
る。ここで飽和閃光（SP、saturation pulse）、を 1 秒間ほど照射すると P680
の急速な励起とターンオーバーにより電子伝達が起こるが、電子伝達系は電子
で即座に飽和状態になり、QA も完全に還元状態になる。このとき放出される飽
和レベルの蛍光を Fm（maximum fluorescence yield）と呼ぶ。Fm-Fo の値を
Fv と称し、Fv/Fm の値は、光合成活性のポテンシャル（PS II の最大量子収率）
を表し、光阻害（photoinhibition）の指標にもなる。




























電子受容体として dimethylbenzoquinone（DMBQ）や FeCN などを用いた。
また、(2)Yz から P680→pheophytin→QA→QB までのときは、電子供与体とし











ファーA（2 mM MgCl2、1 mM MnCl2、2 mM EDTA、30 mM KCl、0.25 mM 
KH2PO4、50 mM HEPES、pH 7.6）の液中で浸透圧により破裂させた（Endo et 
al. 1997）。遠心分離（10000 × g，10 分）によりチラコイド膜を沈殿させ、300 
mM ソルビトールを含むバッファーA の中で再懸濁した。
2) PS II 膜の調製とトリス処理
Triton X-100 処理でチラコイド膜から PSII 膜を調製した（Ford & Evance 
1983）。バッファーB（10 mM CaCl2、0.4 M sucrose、50 mM MES-NaOH、








ッファーの中で、30 分間低温（氷の上で）放置した。遠心分離（1000 x g、10
分）の後得られたペレットを、バッファーB の中で再懸濁した（Yamashita & 
Butler 1969）。
3) 地衣成分の準備
和光純薬から購入した usnic acid を使用する前に再結晶した。秋田県立大学
山本教授より Cladia aggregata から単離した barbatic acid、Usnea longissima
から単離した evernic acid と diffractaic acid、Sphaerophorus melanocarpus
から単離した sphaerophorin の提供を受けた。明治薬科大学高橋教授より
Hypogymnia physodes から単離した atranorin と Nephroma arcticum から単
離した nephroarctin の提供を受けた。千葉大学山崎教授より Solorina crocea
から単離した methyl gyrophorate の提供を受けた。
4) クロロフィル蛍光測定
クロロフィル蛍光測定には、PAM-2000 蛍光測定装置（Walz Effeltrich, 
Germany）を用いた。測光用セルの中のチラコイド懸濁液（5 µg Chl ml-1）を、
測定の間穏やかに攪拌した。蛍光測定装置についている光ファイバーをセルの
側面に取り付けた。クロロフィル蛍光のパラメーターには van Kooten & Snel
（1990）の表記法を使用した。クロロフィル蛍光のクエンチング分析の理論的
基礎は、Schreiber et al.の論文（1993 & 1995）に従った。酸素発生を、Clake
タイプの酸素電極（Hansatech, Kings Lynn, England）で、飽和白色光（1000 
µmol m-2s-1）のもとで測定した。
２．実験結果
1) barbatic acid による光合成電子伝達の阻害
クロロフィル蛍光を指標にして、水から FeCN への光合成電子伝達における
barbatic acid の影響を調べた結果を図 2-7 に示した。ホウレンソウのチラコイ
ド膜懸濁液に低濃度（10 µM）の barbatic acid を加えた場合、光照射下で定常
状態にあるクロロフィル蛍光（F）は増加した。この F の増加により、光照射下
での光化学系の量子収率を表すパラメーター(Fm’-F)/Fm’は減少した（Genty et 
al. 1989）。また、高濃度の barbatic acid がチラコイド膜懸濁液の中に存在する
場合、暗所適応後の Fm と最大量子収率を示すバラメーターFv/Fm もまた劇的
に減少した。このタイプの変化は、P680 の酸化側が阻害されたときにしばしば
観察された（Govindjee 1995、Kawamoto et al. 1995）。
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2）P680 の還元側の阻害
低濃度の barbatic acid による P680 の還元側での阻害が PS II 複合体の中に
あるかどうか調べるため、電子受容体として FeCN の代わりに DMBQ をチラコ
イドに加えた。DMBQ は、PS II で 2 番目のキノン受容体（QB）から電子を受
け取る。10 µM の barbatic acid の添加によってクロロフィル蛍光の急速な増加
が観察された（図 2-8）。これは、阻害部位が PSII 複合体の中にあることを示し
ている。
図 2-7 ホウレンソウチラコイド膜での蛍光誘導における barbatic acid の影響
チラコイド膜（クロロフィル 10 μg）、nigericine1 μM、FeCN 0.5 mM を含むバ
ッファーA の懸濁液（2 ml）を用い蛍光レベルを測定した。Fo：測定光照射下の蛍
光レベル、AL：作用光（650 nm、100 μEm-2s-1）、下向き矢印：飽和閃光（2000 
μEm-2s-1）、飽和閃光により Fm や Fm’を誘導する。
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還元側の阻害が QA の上流側か下流側かを調べるため、QA からのみ電子を受
け取る SiMo を使って酸素発生の測定を行った結果を表 2-1 に示した。QA から
の電子は、SiMo を通過して FeCN に運ばれる（Giaquinta & Dilley 1975）。こ
のとき QB の典型的な阻害剤である DCMU を用い、10 µM の barbatic acid を
添加したとき、水から FeCN への電子伝達に関連する酸素発生は完全には阻害
されなかった。DCMU 0.5 µM 存在下でも QB を通過する電子伝達の漏れが同程
度あり、10 µM の barbatic acid 存在下で、SiMo が関係する電子の流れがかな
りの量（表 2-1 (A)-(B)）観察されたことから、主な阻害部位は、QA の下流であ
ることが予想された。しかし、DCMU 存在下での SiMo が関与する電子の流れ
は、barbatic acid 存在下での電子の流れよりも大きいことから、barbatic acid
では QA やその上流でも少し阻害があることがわかった。
図 2-8 PSII 膜での蛍光誘導における barbatic acid（BA）の影響
実験は、基本的には図 2-7 と同じである。電子受容体として FeCN の代わりに
DMBQ 0.5 mM を用いた。また、barbatic acid は 10 μM を用いた。Fo：測定光照射
下の蛍光レベル、AL：作用光（650 nm、100 μEm-2s-1）、下向き矢印：飽和閃光（2000 
μEm-2s-1）、飽和閃光により Fm や Fm’を誘導する。
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表 2-1 SiMo を用いた人工電子伝達系における barbatic acid（BA）と DCMU の酸素
発生活性に及ぼす影響
クロロフィル 10 μg、nigericine 1 μM、FeCN 0.5 mM、SiMo 20 μM を含むバッファ
ーB の懸濁液（1 ml）を用いた。阻害剤として barbatic acid10 μM、DCMU 0.5 µM を










Control 100 ±10.5 n.d.
BA 7.7 ±2.19 33 ±3.8 25
DCMU 5.1 ±1.68 43 ±2.3 38
3）P680 の酸化側の阻害
暗所適応後の Fv/Fm に影響する阻害部位が、酸素発生複合体にあるのかある
いは D1 タンパク質の中にあるのかどうかを調べた（図 2-9）（Endo et al. 1998）。
先ず、PS II 膜をトリス処理して、酸素複合体を外し、水または DPC（Yz への
電子供与体）→Yz→P680+→pheophytin→QA→QB→DMBQ の人工電子伝達系を
作製し蛍光測定を行った。DPC がない場合、トリス処理された PSII では酸素
発生複合体の欠落により、P680+へ電子が供与されないため、大変低い Fv/Fm
が観察された（図 2-9 control/(a)）（Yamashita & Butler 1969）。D1 タンパク
質の 160 番目のチロシン残基 Yz は、酸素発生複合体と P680 の電子伝達の仲介
をしており（Debus et al. 1988、Metz et al. 1989）、Yz への電子供与体 DPC
を加えることによって、Fv/Fm の値が増加した（図 2-9 control/(b)）。このこと
から DPC は Yz を経由して P680+に電子を供与したことがわかった。ここで、
さらに 100 μM の barbatic acid を添加すると、再び Fv/Fm は低下した（図 2-9 
control/(c)）。この結果は P680+への電子の供与が止まったことを示した。また、
barbatic acid による阻害が Yz か Yz の下流であることがわかった（SiMo 存在
下での酸素活性や蛍光を調べることにより、詳しく解析をしていくことができ





種々の地衣類から単離された barbatic acid と他の関連物質（地衣成分）の阻
害効果をプローブとしてクロロフィル蛍光を使って比較した（表 2-2）。P680
の還元側の阻害を表している(Fm’-F)/Fm’の I50 と酸化側の阻害を表している
Fv/Fm の I50 は図 2-10 の阻害曲線から求めた。2 つの depside 類の atranorin
と nephroarctin と tridepside 類の methyl gyrophorate は、どのような阻害活





表 2-2 は、地衣成分による P680 の酸化側と還元側の阻害の指標となる
(Fm’-F)/Fm’と Fv/Fm の半阻害濃度を示す。
図 2-9 トリス処理した PSII 膜での蛍光誘導 DPC と barbatic acid（BA）の影響
PSII（クロロフィル 2 μg）と DMBQ 0.4 mM を含むバッファーB の懸濁液（2 ml）
を用いて蛍光レベルを測定した。Fo：測定光照射下の蛍光レベル、下向きの矢印：
飽和閃光（2000 μEm-2s-1）、飽和閃光により Fm を誘導した。
(a) (b) (c)
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表 2-2 地衣成分による P680 の酸化側と還元側の阻害の指標となる(Fm-Fo)/Fm と
Fv/Fm の半阻害濃度
Lichen substances (Fm’-F)/Fm’ Fv/Fm
2.2 25
Barbatic acid (R1=H)
Diffractaic acid (R1=CH3) 29 82
5.7 210
Evernic acid (R2=CH3)






































































藤 1992）。疎水性領域と窒素（電子が不足した SP2 原子に結合している）の 1
個の電子対は triazines、置換した尿素、triazonone、uracil などの QB に作用











barbatic acid を含む 8 種の地衣成分について、光合成電子伝達系での PAM
蛍光測定装置を用いた実験では、それぞれの化合物は還元側での I50 と酸化側の
I50 の比が異なっていたことから、地衣成分の種類により 2 つの阻害部位での阻
害様式が異なっていることが示唆された。barbatic acid の S リング（表 2-2 の
R1）の 2 番目の位置の水素原子をメチル基に置き換えると diffractaic acid にな
り、そしてこの置換が還元側での阻害活性を劇的に変えた。evernic acid と
sphaerophorin の A リングのアルキル基の鎖も長さの違い（A リングの R2 の
部位）は特に、酸化側の阻害に影響しており、このことは A リングの疎水性が
阻害の重要な要因であることを示している。diffractaic acid はレタスの幼植物




阻害を示した。同じように、Inoue et al.（1987） はホウレンソウチラコイド












素発生の阻害曲線が同じ範囲にあり、半阻害濃度もそれぞれ 2.2 μM、1.2 μM と
同程度であることから、量子収率を示す∆F/Fm’が酸素電極を用いた酸素発生と
対応していることがわかった。PS II の阻害評価において、クロロフィル蛍光ク
エンチング分析法が酸素発生測定より有利な点は、1 回の測定で P680 の酸化側
と還元側をモニターすることができることである。
第２章の実験では典型的な地衣成分であるデプシド類の barbatic acid による
ホウレンソウチラコイド膜を用いた光合成電子伝達系での阻害について、P680
の酸化側だけでなく還元側も含め詳しく調べてきた。その結果、電子伝達系に





al.は、psbA 遺伝子（D1）に変異を持つ atrazine 耐性タバコ細胞を用い農薬の
図 2-10 濃度依存性酸素発生活性およびクロロフィ蛍光量子収率に対する barbatic 
acid（BA）の阻害
数値は barbatic acid 無添加時の値を 100 とした相対値で表した。
(100%)(Fm’-F)/Fm’=0.430  (100%)Fv/Fm=0.625 酸素発生 620 µmolO2(mgChl)-1h-1)
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phenylurea について研究を進め、その結合様式について解析を行い、結合モデ





検討 ～atrazine 耐性タバコ細胞 PSII 膜を用いて～
はじめに
第２章では、PAM 蛍光測定装置を用いて、主要な地衣成分である barbatic 
acid やそれに関連する地衣成分が、P680 の酸化側の psbA ポリペプチドの 161




起こしていることを明らかにした。例えば、barbatic acid の S リングの 2 番目
































  図 3-1 光合成阻害剤
アトラジン耐性植物のチラコイドにおける電子伝達は、トリアジン系除草剤
には非感受性であるが、ウレア系除草剤には野生株と同程度の感受性を示し、
フェノールタイプ系の除草剤には逆に高い感受性を示す (米山  1991)。




barbatic acid とフェノール系除草剤で広く研究に使用されている Dinoseb を用
いて、atrazine 耐性タバコ培養細胞における阻害活性を調べ、atrazine 耐性タ
バコ培養細胞が barbatic acid に対して野生型より高い感受性を示したことから、




atrazine 耐性株（B 株、D 株）と野生型株のタバコ培養細胞（NI、Nicotiana
tabacum cv. Samsun NN）を使用した。蛍光灯（50 µmolm-2s-1）下、Murashige 
& Skoog 培地を改変した培地でタバコ培養細胞を培養した。生長期の培養細胞
を実験に使用した。
2) チラコイド PS II 膜
培養細胞をミキサー（Ace Homogenizer AM-8 Nihonseiki Japan）で 1500 
rpm、3 秒間で 3 回使用し、細かく破砕した。バッファーA には 2 mM MgCl2、
20mM KCl、50mM Hepes、0.4 M sucrose（pH 7.6）を使用した。葉緑体を一
連の遠心分離（350 x g、2 分間、後 2000 x g、10 分間）によって沈殿させた。
葉緑体包膜を浸透圧ショックによって破裂させた後、チラコイドを 2000 x g で
15 分間遠心により沈殿させ、10 mM の NH4Cl を追加したバッファーA 中で再
懸濁した。
3) barbatic acid および除草剤 Dinoseb（図 3-2）
















Barbatic acid (BA) Dinoseb
          図 3-2 Barbatic acid と Dinoseb の構造式
4) PAＭ蛍光測定装置を用いた測定






た Fm を使用した。さらに研究を進め、還元側の阻害部位は、QB 結合部位であ
るのに対して、酸化側の阻害部位は、Yz 残基付近であることが明らかになった。
２．実験結果
1)  barbatic acid による光合成阻害
クロロフィル蛍光分析法を用いて（Endo et al. 1998）、atrazine 耐性タバコ
細胞の 2 系統（B 株および D 株、Sato et al. 1988）についてチラコイド膜電子
伝達での barbatic acid の影響について調べた。図 3-3 に示されるように、高濃
度の barbatic acid の添加により、タバコ培養細胞の atrazine 耐性培養細胞で
も野生型株の培養細胞でも Fv/Fm（(Fm-Fo)/Fm）が減少した．
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図 3-3 barbatic acid の濃度と量子収率の変化
縦軸の量子収率は、barbatic acid 無添加時の量子収率を 100 としたときの相対値
で表した。◆■▲：(Fm-Fo)/Fm、◇□△：(Fm’-F)/Fm’、◆◇：タバコ野生株、■□：タ
バコ atrazine 耐性株（B）、▲△:タバコ atrazine 耐性株（D）。
阻害を調べた図 3-3 は、barbatic acid による Yz 付近の電子伝達での半阻害
濃度が野生型株細胞でも atrazine 耐性細胞株でも、100 µM 以上であることを
示した。対照的に、∆F/Fm’（(Fm’-F)/Fm’）が減少したことから、Yz より QB
で電子伝達をより強く阻害したこともわかった。あわせて、barbatic acid によ
る QB 付近での阻害は、野生株での半阻害濃度は 8.9 µM、atrazine 耐性株 B、
D では 0.95µM、1.1 µM から atrazine 耐性培養細胞株では、野生型株より低い
濃度で起こることが明らかになった。QB 付近での半阻害濃度の比較から、




性を持つことが知られている（Shigematsu et al. 1989b）。barbatic acid がフ
ェノールタイプの除草剤と同じような作用機構を持つかどうか調べるため、
atrazine 耐性を持つタバコ変異株（B 株および D 株）について、典型的なフェ
ノールタイプ除草剤の Dinoseb による阻害を調べた。野生株での半阻害濃度は
2.2 µM、atrazine 耐性株 B、D では 0.23 µM、0.30 µM であり、両変異細胞は
Dinoseb に対して、barbatic acid の場合と同様に、P680 の還元側で高い感受性












図 3-4. Dinoseb の濃度と量子収率の変化




1) atrazine 耐性タバコ細胞 psbA 遺伝子の変異と阻害
タバコ B 細胞株の psbA 遺伝子の配列は、多くの atrazine 耐性雑草がセリン
（AGT）からグリシン（GGT）への変異を持つのに対して、タバコ D 細胞株と
同じ変異（264 番目の位置がセリン（AGT）からスレオニン（ACT）に変異）
を持つことが明らかである（Hirshberg & McIntosh 1983、Hirshberg et al. 
1984、Bettini et al. 1987、Schoenfeld et al. 1987）。psbA 遺伝子の 264 番目
の位置にスレオニン変異をもつ atrazine 耐性タバコ細胞株は atrazine タイプの
除草剤だけでなく、尿素タイプの除草剤に対して耐性を持つ（Sato et al. 1988）
ので、これらの変異により barbatic acid に対して野生型株より高い感受性を示








acid と同じように QB 付近の電子伝達を阻害することが知られている。
2) barbatic acid および除草剤の結合様式のモデル
これまで P680 還元側でのフェノールタイプの除草剤の正確な結合様式は明
らかにされていない。シアノバクテリア Synechocystis で D1 タンパク質の 266
番目のアスパラギンがスレオニンに置換している ioxynil（ニトリル系除草剤）
に耐性を持つ変異種の解析から（Ajlani et al. 1989）、QB 結合部位はフェノー
ルタイプの除草剤だけでなく、phenylurea、triazine、triazinone、そして uracil




第３章の実験では、先ず barbatic acid とフェノールタイプの除草剤 Dinoseb
についてタバコ培養細胞を用い光合成阻害活性を調べ、barbatic acid が
Dinoseb の場合と同様の阻害を示したことから、barbatic acid はタバコ細胞に
対してフェノール系除草剤と同じタイプの阻害をすることが示唆された。
地衣成分による阻害様式については、Shigematsu et al.らの研究（1989a）
での D1 タンパク質でのフェニール尿素による阻害モデル(図 3-5)から、barbatic 
acid についても同様に D1 タンパク質の 214 番目の Met,255 番目の Phe での疎
水性スポットでの強い疎水相互作用と１つの水素結合により QB に結合してい
るモデルを考えることができる。
  図 3-5 D1 タンパク質へのフェノール尿素の結合モデル(Shigematsu 1989a)
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3)barbatic acid の除草剤としての可能性
今回の実験で使用した barbatic acidは、地衣成分の中でも usnic acid、evernic 
acid などと同じように代表的な地衣成分の一つである。Cladia aggregata では
多く含まれている。タバコ培養細胞で行った実験から、barbatic acid が除草剤
の Dinoseb と同程度の光合成阻害した。Dinoseb は除草剤としては 1962 年に
登録され、メヒシバ、スベリヒユ等に適用される接触型の除草剤で豆、亜麻等
の畑や牧草地等で土壌処理により施用させれている（植村ら 2006）。今回の研























種類が報告されている。その多くは depside 類、depsidone 類、dibenzofuran







al. （1986）は、地衣成分がホウレンソウの葉緑体で PS II の酸化側を阻害する





を決定するため、モデル化合物として典型的な depside 類である barbatic acid
（BA）を使い、ホウレンソウのチラコイド膜での地衣成分による阻害を調べた。
その結果、PS II の QB 部位が BA による最初のターゲットであること、Yz（P680
の酸化側の水分解酵素ではない）は、また、より高い濃度の BA で阻害される
ことを見いだした。さらにクロロフィル蛍光のパラメータである(Fm’-F)/Fm’














       
      Nicotiana tabacua                 Marchantia paleacea
タバコ培養細胞（Nicotiana tabacum cv. Sumsun NN NI：野生型）を 10 µM 
naphthalenacetic acid、1 µM kinetin、3% sucrose を追補した
Murashige-Skoog 培地で培養した（Murashige & Skoog 1962）。雌の無性芽の
培養物から独自に誘導した苔類細胞（Marchantia paleacea）は 1M51 培地で培
養した（Gamborg et al. 1968）。タバコと苔類の培養細胞をロータリー振盪器
（80 rpm）上、蛍光灯（50 μmolm-2s-1）下、25℃で光従属栄養的に培養した。
培養細胞を 1 mm のステンレスメッシュで大きな細胞塊を濾過し、測定に使用
した。
②Chlamydomonas reinhardtii
Chlamydomonas reinhardtii c-9（IAM 
collection、東京大学）をロータリー振盪
器（100 rpm）上、蛍光灯（200μμmolm-2s-1）




材料とした Trebouxia impressa は Ramalina siliquosa から、Trebouxia sp.
は R. litoralis から、各々第１章に述べた方法で分離された。また、秋田県立
大学山本教授より、同じく山本法（1985）によって Cladonia vulcani から分離
した T. excentrica の提供を受けた。それら共生藻を、2% sucrose、1% peptone
Chlamydomonas reinhardtii
Trebouxia imressa Trebouxia sp. Trebouxia excentirca
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増殖期のタバコと苔類の培養細胞を、20 mM KCl、10 mM NH4Cl、50 mM 
HEPES-NaOH、0.4 M sucrose（pH 7.6）を含む懸濁液に懸濁し、ホモゲナイ
ザー（西沢製、大阪）を用いて、15,000 rpm で 3 秒、3 回の操作により、細胞
破砕した。その後、懸濁液を 350 ×g で 2 分間遠心分離した。上清に含まれる




増殖期の Chlamydomonas reinhardtii と 3 種の地衣共生藻の細胞を均質化バ
ッファーの中に懸濁した。それらをビーズビータ （ーBiospec Products Bartvile,




秋田県立大学山本教授より Cladia aggregata から単離した barbatic acid、
Usnea longissima から単離した diffractaic acid と evernic acid、Ramalina 




















































PAM2000 蛍光測定器（Walz Effertrich, Germany）でクロロフィル蛍光を測
定した。細胞またはチラコイド膜（5 µg クロロフィル/ml）を、地衣成分を含む
10 m µM の nigeracine を添加した 50 mM HEPES-NaOH（pH 7.1）に懸濁し、
その後、少なくとも 30 分間暗所に静置し、蛍光測定した。チラコイド膜におけ


















ド膜における barbatic acid の存在の有無によるクロロフィル蛍光の典型的な誘
導結果を図 4-2A に示した。barbatic acid が適度な濃度（10 µM）のとき、作用
光照射下での安定したクロロフィル蛍光（F）のレベルは、barbatic acid 無添
加に比べて増加した。F が増加したために、PS II の光化学量子収量を表してい
るパラメータ (Fm’-F)/Fm’ が減少した。このパラメータは、これまでにホウレ
ンソウのチラコイドで確認されたように、P680 還元側の barbatic acid による
阻害を示した。高濃度の barbatic acid（100 µM）を加えた場合、Fo の増加と




から DMBQ への電子伝達が barbatic acid によって阻害された。これはドナー
側の阻害の標的が D1タンパクの Yz残基付近であることを示している。barbatic 
acid による容量依存性阻害曲線を図 4-2B に示した。このことから、還元側の電
子伝達は、barbatic acid に対して、酸化側より感受性が明らかに高いことがわ
かった。これは、光合成電子伝達全体の中で、還元側が barbatic acid 誘導の阻
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害の第一の標的であることを示している。
図 4-2B barbatic acid（BA）投与の濃度と量子収率の変化
縦軸の量子収率は、barbatic acid 無添加時の量子収率を 100 としたときの相対値
で表した。P680 の酸化側、還元側での barbatic acid による阻害は、光化学パラメー
タ(Fm-Fo)/Fm：（●）、(Fm’-F)/Fm’：（○）の減少により表される。
図 4-2A 苔類のチラコイド膜での蛍光誘導における barbatic acid（BA）の影響
クロロフィル蛍光の図、測定光を照射して Fo レベルの蛍光を得た。赤色作用光
（AL、30 µmol/m-2s-1）により PS II での光化学反応が誘導され、その結果 F レベル
の蛍光を得た。白色飽和光（1 秒）の照射により Fm と Fm’が得られた。
BA 0 μM      BA 10 μM    BA 100 μM
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2) P680 還元側における地衣成分による阻害











Thylakoid 8.9 100 17 >1000 170  
Cell 47 180 120 >1000 120  
Nicotiana 
tabacum
Cell/Thylakoid 5.3 1.8 9.1 0.71  
Thylakoid 14.0 97 45 >1000 330  
Cell 33 100 53 >1000 93  
Marchantia 
paleacea
Cell/Thylakoid 2.4 1.0 1.2 0.28  
Thylakoid 15.0 90 23 >1000 310  
Cell >100 130 250 >1000 140  
Chlamydomonas 
reinhardtii
Cell/Thylakoid >7 1.4 11 0.45  
Thylakoid 7.1 94 35 >1000 200  
Cell >100 >1000 >1000 >1000 >600  
Trebouxia 
impressa
Cell/Thylakoid >14 >11 >29 >3.0
Thylakoid 4.5 80 25 >1000 160  
Cell >100 >1000 >1000 >1000 >600  Trebouxia sp.
Cell/Thylakoid >22 >13 >40 >3.8 
Thylakoid 7.5 120 30 >1000 20  
Cell >100 >1000 >1000 >1000 >600  T. excentrica
Cell/Thylakoid >13 >8 >33 >30  
上述したように、クロロフィル蛍光クェンチング分析法を用い、5 種の地衣成
分による P680 の還元側の電子伝達の半阻害濃度を調べた（表 4-1）。最初、地
衣共生藻、Trebouxia 3 種と他の光合成生物 3 種、free-living 緑藻の
Chlamydomonas reinhardtii、タバコ培養細胞（Nicotiana tabacum cv. Sumsun
NN NI:野生型）、苔類（Marchantia paleacea）培養細胞での阻害について、各々
から分離したチラコイド膜で比較をした。チラコイドレベルでは、地衣成分に
よる阻害は、酸化側と還元側の双方とも、地衣共生藻 3 種と他の光合成生物 3
種との間での明瞭な差異はなかった。実験結果では、barbatic acid が地衣成分
の中で、最も強い阻害剤であった。その次が evernic acid であった。diffractaic 
acid と usnic acid は、還元側の阻害にはさらに高い濃度が必要であった。対照
的に salazinic acid は 1 mM でも阻害を示さなかった。
3) 細胞レベルとチラコイドレベルでの阻害の比較
細胞レベルで、P680 の還元側での半阻害濃度を比較した。チラコイドレベル









培養細胞と Chlamydomonas で、barbatic acid と evernic acid について見られ
た。対照的に、苔類培養細胞では、細胞レベルとチラコイドレベルとでの差異
は見られなかった。5 種の地衣成分が 3 種の他の光合成生物に及ぼす阻害の程
度を比較すると、それらの地衣成分は、4 つのグループに分類された。すなわち、
(i) barbatic acid と evernic acid は細胞／チラコイドの大きな比を示した。(ii) 
diffractaic acid では、細胞／チラコイドは約 1 を示した。(iii) usnic acid は、1
より小さな値を示した。(iv) salazinic acid は、阻害を示さなかった。
4) P680 の酸化側での阻害











Thylakoid >100 430 400 >1000 >600
Cell >100 >1000 >1000 >1000 430
Nicotiana 
tabacum
Cell/Thylakoid >2.3 >2.5 <0.72
Thylakoid 54 180 400 >1000 >600
Cell 97 220 420 >1000 >600
Marchantia 
paleacea
Cell/Thylakoid 1.8 1.2 1.1
Thylakoid >100 160 300 >1000 560
Cell >100 160 350 >1000 140
Chlamydomonas 
reinhardtii
Cell/Thylakoid 1.0 1.2 0.25
Thylakoid 25 260 220 >1000 >600
Cell >100 >1000 >1000 >1000 >600
Trebouxia 
impressa
Cell/Thylakoid >4.0 >3.8 >4.5
Thylakoid 25 250 130 >1000 290
Cell >100 >1000 >1000 >1000 >600Trebouxia sp.
Cell/Thylakoid >4.0 >4.0 >7.7 >2.1 
Thylakoid 56 330 300 >1000 >600
Cell >100 >1000 >1000 >1000 >600T. excentrica
Cell/Thylakoid >1.8 >3.0 >3.3   












の場合と同じように P680 の還元側、おそらく QB あたりである。数種の depside
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類によるレタスの芽生えでの生長阻害は 10－４から 10－３ Mで生じた（Nishitoba 
et al. 1987）。これらの値は、表 4-1 に示された阻害濃度に匹敵した。それゆえ、
芽生えの生長を妨げる最初の標的は、呼吸のような重要な生化学反応よりむし
ろ光合成電子伝達の中の QB であると考えられた。同様に、チラコイドレベルで




tridepside の gyrophoric acid と didepside 誘導体の lecanoric acid に加えて、
didepside 類と tridepside 類は、一般に光合成電子伝達での阻害活性があること
を示している。しかし、この結果は、非 depside 型の化合物の場合には当ては
まらない。例えば、フェノール酸の誘導体である methyl haematommate は生
長と種苗の発芽を阻害したが、電子伝達では、ほとんど効果を示さなかった。
Backor et al （1998）は、dibenzofuran である usnic acid が、地衣類の Cladina 
mitis から分離された共生藻 Trebouxia irregularis の生長を阻害することを見
いだした。ところが、本研究では、usnic acid による光合成阻害が、細胞レベ





















られた 2 つの結果について検討を行った。最初、ここで使われた 5 種の地衣成
分の中で、唯一 usnic acid だけが、非共生光合成生物の中で、細胞／チラコイ
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paleacea の場合に evernic acid について見られた。酸化側の細胞／チラコイド
の比は 1.2 であるが、還元側では 11 であった。この 2 つの数値の大きな違いは、
約 10－５ M の濃度の evernic acid では効率良く排出するが、しかしこれ以上の
レベルでは排出できない。そのような細胞でのバリアーがあると考えると説明




















補 予備実験  地衣体からの地衣成分の溶出実験


































  地衣類のつくる地衣成分は、depside 類、depsidone 類、dibenzofrane
類に分類できるが、トゲシバリは代表的な地衣成分の一つである depside
類の barbatic acid をつくる。
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③地衣成分溶出のための buffer の作成
  pH4～8 の 5 段階のバッファ （ー50mM 酢酸  pH4, 50mM Mes pH5, 50mM 
Mes pH6, 50mM Mes pH7, 50mM Hepes pH8）を作成し、pH の調整は、
5N の NaOH を用いた。
④地衣体の振盪







操作のあと、3ml の MeOH に溶かし、その内 1ml を 10000g×10 分遠心分離
を行い、浮遊物・沈殿物の除去を行い、-20℃暗所で保存した。
⑥HPLC による解析
上記⑤での吸着液 200µl(バッファーpH4～8 の 5 段階 )について HPLC
(Shimazu CLASS-VP V5.03)にかけて、吸着成分の分析を行った。なお
Standard としてトゲシバリ(Cladia aggergata)から単離した barbatic acid
  (秋田県立大学山本教授より提供)20mM（MeOH）を 200µl 用いた。
２）地衣体下の土壌中の地衣成分の検出実験
①地衣体下の土壌の採取






  上部、中部、下部と３層から採取した各土壌からの土 2.5g をそれぞれ




上記②での各土壌からの MeOH 溶出液 20µl を HPLC (Shimazu CLASS-VP 
V5.03)にかけて、溶出成分の分析を行った。波長 276nm での吸光度を求めた。
カラムに流す時間（保持時間）は 30 分とした。なお Standard としてトゲシ




トゲシバリがつくる地衣成分 barbatic acid は、吸光度は 276nm で極大にな
る。今回 standard として用いた HPLC の結果では、保持時間が 20.921 分のと
ころでピークを示した(図 1)。水でのトゲシバリの振盪実験では、pH4 では保持
時間が standard と同じ 20.921 分のところにほんの僅かではあるがピークが見
られた。pH5,pH6,pH7 では 20.918 分,20.828 分,20.800 分と standard とほと
んど同じ所にピークが見られた。pH8 では 21.333 分と standard とは少し離れ
たところにピークがきた。
       図１HPLC trace  Standard（barbatic acid）
       図２HPLC trace  水への溶出液(Ph4)
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       図 5 HPLC trace  水への溶出液(Ph5)
       図６HPLC trace  水への溶出液(Ph6)
       図７HPLC trace  水への溶出液(Ph7)
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       図８HPLC trace  水への溶出液(Ph8)
２）土壌中の地衣成分の検出
トゲシバリの下の土壌の上部(0-10mm), 中部(10-20mm), 下部(20-30mm)で
は、保持時間が 20.770,20.772,20.755 と standard とごく近いところにピーク
が見られた。
       図９HPLC trace  土壌中の成分(上部 0-10mm)
       図 10 HPLC trace  土壌中の成分(中部 10-20mm)
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       図 10 HPLC trace  土壌中の成分(下部 20-30mm)
３．考察
１）地衣成分の水への溶出
  気象庁の気象統計（気象庁ホームページ）によれば、自然界での雨水の pH
は、雨水には CO2 が溶けているので 7.0 より下になり、雨水の長期観測では
例えば東京都小笠原村南鳥島での 1996 年から 1992 年までの 17 年間の雨水
の年平均 pH は 5.14～5.68 であり、岩手県大船渡市三陸町綾里では、4.53～
4.96 である。水への溶出実験では、このことを踏まえ実験での地衣成分の溶
出に使用する水の pH を 4～8 の 5 段階として測定を行った。HPLC を用いた
測定では、276nm での吸光のピークは、pH4 では保持時間が standard と同
じ 20.921 分のところにほんの僅かであはあるが見られた。pH5,pH6,pH7 で
は 20.918 分,20.828 分,20.800 分と standard とほとんど同じ所にピークが見
られた。このピークについては standard のピークと同じと見ていくことがで
きる。また、ピークをみると pH が 6,7 の場合より pH が 4,5 の場合の方が大
きく、地衣成分の溶出が多く見られることが分かる。このことから、今回の





下の土壌の上部 (0-10mm), 中部 (10-20mm), 下部(20-30mm)について HPLC
を 用 い た 測 定 で は 、 276nm で の 吸 光 の ピ ー ク は 、 保 持 時 間 が




と一致する。地衣成分が微生物(Yamamoto et al. 1998)、蘚苔類(Giordano et al. 
1999)、植物の生育を阻害(Nishitoba et al. 1987)することは、これまでの実験
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室での研究で明らかにされているが、自然界での調査・研究はあまり行われて
いない(Sergio et al. 2010)。地衣成分の水への溶解度が低く、自然環境での地
衣成分の生態系での移動が難しい(Elix et al. 2008)ことから、地衣成分のアレ
ロパシーとしての作用について、あまり強調されなくなってきており、見直し



































での地衣成分の一種である barbatic acid による光合成阻害について調べた。量
子収率(Fm’-F)/Fm’、最大量子収率(Fm-Fo)/Fm は、それぞれ P680 の還元側、
酸化側の阻害の指標になることを明らかにした。また、電子供与体、電子受容
体を用いた人工的電子伝達系を作製し、barbatic acid の阻害部位について実験




barbatic acid の光合成阻害について、atrazine 耐性タバコ細胞を用いた実験
では、barbatic acid が、フェノールタイプの除草剤である Dinoseb と同じよう
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な作用を示すことを初めて明らかにした。atrazine 耐性細胞では、D1 タンパク
質をコードする psbA 遺伝子の 264 番目のセリンがスレオニンに変異している。
このことにより D1 タンパク質の立体構造が変化し、Dinoseb が電子伝達系に結
合、阻害すると考えられる。Dinoseb については、具体的な結合様式が明らか

















al.（1998）は、地衣共生藻が usnic acid により生長が阻害されると報告してい
るが、さらに研究を進め、2010 年には，地衣共生藻は、usnic acid に対して他
の free-living の藻類よりかなり耐性を持つことを示した。このことから地衣共
生藻が、共生菌との共進化により、適応を示すようになったではないかと報告









































































子供与体として DPC や水を用い、電子受容体として SiMo や DMBQ、FeCN な
どを用い人工的電子伝達系を作製し、PAM 蛍光測定装置を用いた光合成阻害実




ばしば観察される（図 8）。次ぎに低濃度の barbatic acid の影響が PSII 複合体の
中にあるのかどうか調べるために、電子受容体 DMBQ を用いて調べると 10 µM
の barbatic acid の添加により、クロロフィル蛍光の急速な増加が観測された（図
9）。これは、阻害部位が PSII 複合体の中にあることを示す。
還元側の阻害が、QA の上流か下流か調べるため、QA からのみ電子を受け取る
SiMo を用い、酸素発生の測定を行った。表 1 に示すように BA と QB の典型的
な阻害である DCMU の影響の比較から、BA の主な阻害は QA の下流であること、
QA やその上流でも少し阻害があることを初めて明らかにした。
暗所適応後の(Fm-Fo)/Fm に影響する阻害部位が、OEC（酸素発生複合体）ま
たは D1 タンパク質の中にあるかどうか調べるため、トリス処理により OEC を
外し、DPC を用いて、barbatic acid の阻害の影響を調べた（図 10）。その結果
barbatic acid の阻害が、Yz か Yz の下流であることを明らかにした。
４．光合成電子伝達系での地衣成分による阻害部位･阻害様式の検討～atrazine
耐性タバコ細胞 PSII 膜での地衣成分（barbatic acid）による阻害～
atrazine 耐性タバコ細胞を用い、地衣成分のチラコイド電子伝達系での阻害部
位・阻害様式について検討を行った。除草剤のアトラジンに耐性を持つタバコ
培養細胞は、D1 タンパク質の psbA 遺伝子の 264 番目がセリン（AGT）からス
レオニン（ACT）変異している。atrazine 耐性株（B, D）は野生株（WT）に比
べて barbatic acid に対して P680 の還元側がより高い感受性を示した（図 11）。
フェノールタイプの除草剤である Dinoseb についても、atrazine 耐性株では P680
の還元側が高い感受性を示した（図 12）。このことから barbatic acid は除草剤の
Dinoseb と同じタイプの阻害を示すことが考えられる。これまでフェノールタイ
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地衣成分の光合成電子伝達系での影響について、地衣成分 5 種（barbatic acid、
diffractaic acid、evernic acid、salazinic acid、usnic acid）を用い、地衣共生藻 3 種
（Trebouxia impressa、Trebouxia.sp、T. excentrica）、Chlamydomonas reinhardtii、
苔類培養細胞（Marchantia paleacea）、タバコ培養細胞（Nicotiana tabacum）につ
いて、P680 の酸化側・還元側での阻害をチラコイドレベル、細胞レベルで調べ






ホウレンソウを用いた実験より PSII の QB 部位が barbatic acid による最初のタ
ーゲットであること、クロロフィル蛍光のパラメーターである (Fm’-F)/Fm’と
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       図 1 Ramalina siliquosa                   図 2 R. siliquosa の組織断面
     図 3 地衣組織培養法           図 4 共生藻分離培養法
図 5 光エネルギーの行方（遠藤 2002）
図 6 蛍光の変動パターン（遠藤 2002）
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図 7 人工電子伝達系 電子の流れと阻害部位  図 8 蛍光誘導での BA の影響
                     （ホウレンソウチラコイド膜）
図 9 PSII 膜での蛍光誘導での BA の影響  図 10 トリス処理した PSII 膜での蛍光誘導
(DPC と BA の影響)




Control 100 ±10.5 n.d.
BA 7.7 ±2.19 33 ±3.8 25
DCMU 5.1 ±1.68 43 ±2.3 38
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Thylakoid   8.9 100   17 >1000 170Nicotiana
 tabacum Cell 47 180 120 >1000 120 
Thylakoid 14.0 97 45 >1000 330 Marchantia 
paleacea Cell 33 100 53 >1000 93 
Thylakoid 15.0 90 23 >1000 310 Chlamydomonas 
reinhardtii Cell >100 130 250 >1000 140 
Thylakoid 7.1 94 35 >1000 200 Trebouxia 
impressa Cell >100 >1000 >1000 >1000 >600
    Thylakoid 4.5 80 25 >1000 160 
Trebouxia sp.
Cell >100 >1000 >1000 >1000 >600 
Thylakoid 7.5  120 30 >1000 20 
T. excentrica
Cell >100 >1000 >1000 >1000 >600 











Thylakoid >100 430   400 >1000 >600Nicotiana
 tabacum Cell >100 >1000 >1000 >1000 430 
Thylakoid 54 180 400 >1000 >600 Marchantia 
paleacea Cell 97 220 420 >1000 >600 
Thylakoid >100 160 300 >1000 560Chlamydomonas 
reinhardtii Cell >100 160 350 >1000 140
Thylakoid 25 260 220 >1000 >600 Trebouxia 
impressa Cell >100 >1000 >1000 >1000 >600 
Thylakoid 25 250 130 >1000 290 
Trebouxia sp.
Cell >100 >1000 >1000 >1000 >600 
Thylakoid 56 330 300 >1000 >600 
T. excentrica
Cell >100 >1000 >1000 >1000 >600 
図 11 BA の濃度と量子収率の変化    図 12 Dinoseb の濃度と量子収率の変化
0.95 µM 8.9 µM
0.23 µM 2.2 µM
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